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Summary

Title: The Human Genome. An Extremely Complex System.

Since the completion of the sequence of the human genome, knowledge of the structure and function of DNA is growing dramatically.
However, at the same time, studies are showing an impressive complexity in the structural and functional aspects of DNA. One of the first
findings was the identification of frequent DNA variants known as Single Nucleotide Polymorphisms (SNP). More recently, and particularly
since 2004, a high degree of fine scale structural variations in the human genome are being identified, which at present are globally called
Copy Number Variations/variants (CNVs). As these CNVs are quite frequent, they have been considered polymorphisms, and are responsi-
ble for a greater individual variability than SNPs, with a genetic variation estimated in 1/800 bp, while the SNPs vary in 1/1,200 bp. The
CNVs are classified into those altering the number of DNA copies, such as insertions, deletions, and duplications, and those affecting its posi-
tion (translocations) or its orientation (inversions). In addition, according to the number of repeat copies and, therefore, size, CNVs are clas-
sified as (Table 2): Large-scale Copy Variations (LCV), Intermediate-sized Structural Variants (ISV) and Low Copy Repeats (LCR).

Although there are evidences that the CNVs, even including genes, do not necessarily have adverse effects on individuals who carry
them, they may have adverse consequences even when they only include non-coding DNA (ncDNA). Some of them could alter meiotic
chromosome pairing giving rise to gametes carrying unbalanced chromosome constitutions. In addition, there are several publications sho-
wing that some CNVs are related with malformations and syndromes (holoprosencephaly', Peters anomaly?, Townes-Brocks syndrome?,
Cleidocranial dysplasia’, Campomelic dysplasia?*#, and other skeletal dysplasias®), that are due to position-effect and other types of effects
such as alteration of gene dosage or the presence of unbalanced chromosomal alterations. In 2006, Redon et al.°, published a map with
the global variation in copy numbers in each of the 46 chromosomes of the human genome.

These results parallel the identification of new transcriptional processes, that have also increased since the recognition that the number
of genes in the human genome is slightly more than 1/4 of previous estimates. Several studies have recently shown that nearly the whole
human genome is transcribed, and that about 98% of the human genome that is transcribed represents non-coding RNA (ncRNA). This
has led to many questions regarding their functional meaning, its relationship with RNA coding proteins, and its implications in the regu-
lation and structural organization of the genome. But, at the same time, there has been an increasing knowledge on the function of dif-
ferent ncRNAs that shows an intricate pattern of interrelations and imbrications. Functionally, these ncRNAs are separated into two groups.
One includes the housekeeping ncRNAs that is necessary for the normal function of the cells, such as RNA of transference, nuclear RNAs,
ribosomal RNAs, etc. The other group includes the ncRNAs regulators that are expressed in embryonic development during cell differentia-
tion, or as response to different stimuli, and can affect the expression of other genes. Among these are the riboswitches and others that
participate in regulating gene expression and transcription and post-transcription processes such as microRNA (miRNA) and interference
RNA (iRNA). Recent studies have observed that miRNA can use the interference pathway to activate genes, which is a surprising finding*-.
Structural and functional investigations on the different ncRNAs have shown that several of them are related with some human diseases
and defects (Table 4). In addition, this year, studies on introns, which are a source of miRNA in different animals (D. melanogaster, C. ele-
gans), have identified a different class of miRNA precursors, called "mirtrons" whose function is yet unknown. However, recent studies
have suggested that they may function in the regulatory biological network, and that they may also exist in other species®*.

The recent publication of the results of the pilot study of the ENCODE Project (ENCcyclopedia Of DNA Elements)?’*, has offered a highly
complex structural and functional view of the human genome and in the structure of RNAs*, as well as the implications in the alternative
transcription (splicing). In relation with this last process, the current results on the function of the alternative proteins suggest that it may
not be exactly as previously considered?’.

All these findings have led to the revision of previous concepts, starting by the "dogma" of the gene definition. The proposed defini-
tion, which represents a good example of the complexity of the human genome, is as follows: The gene is a union of genomic sequen-
ces encoding a coherent set of potentially overlapping functional products.*®

This article presents a simplified general review of the most recent findings summarized above, reviewing: a) the structural variations of
DNA and functional elements of the human genome, and b) the types and function of different RNAs.

Finally, as a reflection, it is clear that the DNA code is much more than the lecture of the combination of the four bases (adenine, gua-
nine, thymine, and cytosine), and although our knowledge of their structure and function it is still very small, its high level of complexity
is becoming increasingly evident. New information shows multiple and complex frameworks of different functional networks, whose pro-
ducts are not the sum of their components, but "emergent behaviors" in relationship with the other parts of the whole system, although
its laws are still unknown. All these aspects are concordant with the characteristics of the so called "complex systems or chaotic systems" .
These, as the chaos theory postulates, do not have absence of order or causality, but a particular interrelationship that gives rise to new
levels that are subject to their own emergent rules. Thus, it is possible that the rules that command the human genome are not physically
or mathematically different from those that conduct the "Complex systems" regulating nature.
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Introduccion

Muy pocos, en la actualidad, incluso sin tener conoci-
mientos muy profundos sobre biologia, dudan de la enor-
me importancia que ha tenido el descubrimiento de la es-
tructura del ADN, sequido por el desciframiento del cédigo
genético del ser humano, y mucho mas recientemente por
la secuenciacion de ese cédigo. Este Ultimo paso esta dan-
do lugar a un impresionante aporte de conocimientos so-
bre las claves de su estructura y funcionamiento, y por en-
de, de la investigacién sobre sus implicaciones en la aparicion
de numerosas patologias, tanto de las muy frecuentes co-
mo de las que son de muy baja frecuencia (hoy llamadas en-
fermedades raras). Es mas, en los Ultimos tiempos se vienen
produciendo hallazgos importantes, y en muchos casos
inesperados, sobre los elementos estructurales y funcio-
nales del genoma humano. Cada nuevo paso en esta inves-
tigacion nos muestra que la mayoria de los aspectos que
considerabamos como hechos claros, en realidad represen-
tan una esquematica simplificacion de procesos mucho mas
complejos. Tanto, que estan obligando a revisar la mayoria
de las definiciones y significados plenamente establecidos
desde hace décadas, incluyendo el que hasido el "dogma"
principal de los procesos bioldgicos: el propio concepto de
lo que es un gen.

Uno de los primeros indicios de que no todo era tan sen-
cillo enla funcién de los genes en el ser humano, fue la cons-
tatacion de que ciertos genes no producen el mismo efec-
to independientemente del progenitor del que se reciben,
sino que tienen manifestaciones diferentes segun si pro-
ceden de la madre o del padre (procesos de "imprinting"
génico). Estos procesos epigenéticos son modificaciones re-
versibles de la funcién sin alterar la secuencia estructural del
ADN, mediante la metilacion/desmetilacién de la citosina,
o por modificacion de las histonas. La metilacién del ADN
tiene un efecto de silenciamiento de la actividad del gen, y
la desmetilacion la activacion funcional del mismo. De he-
cho, durante las primeras fases del desarrollo embriona-
rio, todo el genoma sufre una desmetilacion general para
alcanzar la pluripotencialidad, que ird seguida de una
nueva metilacion selectiva durante los procesos de diferen-
ciacion celular, y el establecimiento y desarrollo de los pri-
mordios de los diferentes 6rganos y estructuras. Por otra
parte, en estudios recientes se han identificado nuevas fun-
ciones de la metilacion de las histonas y organizacion de la
cromatina, en la expresion y funcion del genoma.

Esos hallazgos fueron seguidos por otros muchos en re-
lacion no sélo con las alteraciones cripticas de los cromoso-
mas, sino especialmente con la estructura del ADN, organi-
zacion de los genes y de sus productos y, en este mismo afio,
sobre los elementos funcionales del genoma. Resultados

BOLETIN DEL ECEMC: Revista de Dismorfologia y Epidemiologia. Serie V. n° 6, 2007. ISSN: 0210-3893

EL GENOMA HUMANO. UN SISTEMA ALTAMENTE COMPLEJO

que estan siendo espectaculares, en gran parte por el des-
arrollo de las tecnologias molecular y bioinformatica. Esta
Ultima esimprescindible para que se pueda analizar la gran
cantidad de informacién obtenida, asi como para el estudio
"in silico" (mediante analisis con ordenadores) de simula-
dores dinamicos moleculares dirigidos al estudio de los me-
canismos por los que se produce la funcién. La conse-
cuencia es que desde hace cuatro o cinco afos, se viene
produciendo una auténtica revolucion en los analisis a gran
escala, que han devenido en otros muchos niveles de es-
tudio, por lo que a la investigacion del genoma se han ido
anadiendo los denominados proteoma, metiloma, RNoma,
transcriptoma, interactoma... El resultado es la constata-
cion diaria de que nos encontramos ante una complejisima
estructura. Complejidad que afecta tanto a su organizacion
y su funcién, como al gran entramado de interrelaciones,
superposiciones, interacciones estructurales y funcionales,
acompafada de una alta variabilidad individual, sobre las
gue nuestros conocimientos son aun rudimentarios. Inclu-
so se ha mostrado que ciertas variaciones estructurales del
genoma predisponen a la aparicion de reordenamientos
nuevos, que pueden favorecer la aparicion de enfermeda-
des, defectos congénitos y diversos tipos de cancer.

Serfa, pues, fatuo por mi parte intentar siquiera resumir
todos estos avances en unos pocos folios, y en una forma
suficientemente clara para los lectores que no estén muy fa-
miliarizados con esta area de la investigacion biolégica. Por
ello, sélo voy a describir someramente un panorama muy
global de la situacién actual, incluyendo algunas definicio-
nes de los conceptos y aspectos méas novedosos. El objetivo
es solo que los lectores del Boletin del ECEMC, puedan te-
ner una idea general sobre los derroteros por los que
avanza la investigacion sobre el genoma humano, junto con
el espectacular incremento de conocimientos que se esta
generando en los aspectos estructurales y funcionales del
mismo. Para ello, y en aras de la claridad, vamos a resumir en
primer lugar algunos de los resultados obtenidos en relacién
con las variaciones de la estructura del ADN, y elementos fun-
cionales del genoma humano y, en segundo lugar, los rela-
cionados con la estructura y funcion de los distintos ARNSs.

Variaciones estructurales del ADN y
elementos funcionales del genoma humano

Variaciones estructurales del ADN
Hasta hace unos pocos afos las alteraciones estructura-

les que se conocian eran aquellas que podian visualizarse
con el microscopio en preparaciones citogenéticas con cro-
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mosomas de alta resolucién (en las que se consiguen unas
850 bandas por cariotipo). Es decir, alteraciones de la estruc-
tura del ADN con tamafos superiores a 3-7 Mb (Tabla 1). No
obstante, también se detectaban alteraciones mas peque-
fas mediante técnicas de hibridacién in situ con fluorescen-
cia (FISH, de sus siglas en inglés), denominadas microdele-
ciones, que afectan a diferentes regiones de los cromosomas
incluyendo las regiones subteloméricas. Incluso se habfan
detectado otras alteraciones menores alin mediante téc-
nicas moleculares, consistentes en secuencias duplicadas
(como en el sindrome de Williams). Muchos de estos casos,
por sus manifestaciones clinicas habfan sido previamente
considerados como pacientes con sindromes de genes con-
tiguos (Smith-Magenis, Prader-Willi/Angelman, entre otros).

TABLA 1

DEFINICION Y ABREVIATURAS DE TAMANOS DE ADN

DEFINICION DEL TAMANO ABREVIATURAS
Un par de bases pb
10° pares de bases (kilo-bases) kb
10° pares de bases (mega-bases) Mb

Sin embargo, una demostracién de la estrecha rela-
cion existente entre el desarrollo de la tecnologia, la inves-
tigacion bioldgica y el enfoque multidisciplinar, es la gran
ayuda que ha supuesto la utilizacion de la bioinformatica.
Asi se pudo determinar la frecuencia de los primeros poli-
morfismos que se identificaron, los denominados cambios
de un solo nucleotido (Single nucleotide polymorphism-

SNP), consistentes en la substitucion de una base (Tabla 2).
Estos han mostrado ser muy frecuentes en la poblacién hu-
mana, habiéndose estimado que existen entre 10y 15 mi-
llones de SNPs en nuestro genoma’, algunos de los cuales
se han relacionado con problemas de susceptibilidad.

Ademas, en sélo unos pocos afos, se viene producien-
do uningente aporte de informacién bioldgica derivada del
analisis de los hallazgos moleculares sobre otros muchos as-
pectos del genoma humano, mediante tratamientos bioin-
formaticos. En el afio 2004, se publicaron dos trabajos?* en
los que se mostraba que nuestro genoma tiene una gran
cantidad de variaciones estructurales submicroscépicas,
consistentes en grandes fragmentos de ADN duplicados o
perdidos. Estas variaciones se observan en mas del 1% de
la poblacién, por lo que se consideran polimorficas, y han
dado lugar a una nueva, e inesperada, vision sobre la estruc-
turay funcién del genoma humano. En sélo tres afnos trans-
curridos desde esas dos publicaciones, se ha podido de-
terminar que las diferencias genéticas entre dos personas
no se encuentran soélo a nivel de la secuencia de bases del
ADN, sino fundamentalmente en las variaciones estructu-
rales del mismo. Por ello, en Julio de este mismo ano se ha
publicado un numero especial (vol $39) de la revista Natu-
re Genetics, bajo el titulo de "Variaciones estructurales del
genoma" . Estas han recibido diferentes denominaciones en
la literatura cientifica, por lo que en la Tabla 2 se resumen
las definiciones mas generalizadas en este momento, y los
distintos grupos en los que se han separado.

Segun se observa en la Tabla 2, estas variaciones estruc-
turales polimorficas consisten en secuencias repetidas del
ADN, de numero variable de repeticiones, que tienen tama-
flos mayores que los SNPs, pero, en general, menores de

FIGURA 1. Esquema de los diferentes tipos de CNVs.
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TIPOS DE VARIACIONES POLIMORFICAS DEL GENOMA HUMANO

TABLA 2

TIPOS

DESCRIPCION

Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP):

Variantes estructurales

Globalmente llamadas CNVs (Copy number variants-CNV).
(Incluyen todos los cambios que no son sustituciones de una sola base)

a) Variantes cuantitativas

Insercion/delecién (Indel)

Variantes de pocas copias Repetidas
(Low copy repeat-LCR), o Duplicones

Variantes estructurales de tamafo intermedio

(Intermediate-sized structural variants-ISV).

Variantes de gran tamafo de nimero de copias

(Large-scale Copy variation LCV).

b) Variantes posicionales y de orientacién

Consisten en la sustitucién en un solo nucleétido. Se considera que
hay alrededor de 10-15 millones en el genoma humano, con un
promedio de diferencia en un SNP por cada 1.250 pb entre individuos
elegidos al azar.

En amplio sentido se refieren a alteraciones estructurales polimérficas
que afectan a segmentos del ADN mayores de Tkb.

Son de diferentes tipos:

Cuantitativas, de posicion y de orientacion. Se las llama globalmente
como "Variantes de nimero de copias (CNVs)". Tienen un promedio
de diferencia en un SNP por cada 800 pb entre individuos

elegidos al azar.

Incluyen variaciones en el nimero de copias. Son polimérficas cuando
se encuentran en mas del 1% de la poblacién. Sus tipos son inserciones,
duplicaciones, y deleciones. A veces se agrupan formando regiones de
CNVs, llamadas CNVR. Se han separado, por su tamafo en varios tipos,
siendo los principales los siguientes:

Se refieren a la perdida/ganancia de un pequefio segmento
(menor de 1kb) en la secuencia del genoma (uno o varios nucleétidos).

Se refieren a las variantes de un tamano inferior a 1kb de ADN, y el
numero de copias varia entre distintos individuos. También se llaman
duplicaciones segmentarias (Segmental duplication-SD).

Son variantes estructurales de secuencias de ADN de tamafnos
entre 8y 50 kb.

Son variaciones estructurales de gran tamano (>50 kb).

Son re-arreglos estructurales muy pequenos,
como inversiones o translocaciones.

FIGURA 2. Dos parejas de cromosomas homologos.
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Los bloques numerados a la derecha de los cromosomas de las parejas A y B, indican la localizacion de CNVs. El bloque nimero 1,
est4 delecionado en uno de los cromosomas A. El bloque numero 3, esta duplicado en la pareja B, por lo que ambas CNVs son intra-
cromosémicas. El bloque 4 de la pareja A, esta duplicado pero en otro cromosoma no homologo, el B, por lo que es una CNV inter-

cromosémica.
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TABLA 3

SINDROMES CON DEFECTOS CONGENITOS CUYAS ALTERACIONES GENOMICAS ESTAN MEDIADAS
POR DUPLICACIONES SEGMENTARIAS *

SINDROMES ALTERACION TAMANO EN Mb LOCALIZACION
Smith-Magenis Delecién 5 17p11.2
Neurofibromatosis 1 Delecién 1,5 17911.2
Prader-Willi/ Angelman Delecién 4 15911-13
Williams-Beuren Delecién 1,6 7q911.23
DiGeorge/ Velocardiofacial Delecién 3 22g11.2
Ictiosis ligada al sexo Delecién 1,9 Xp22
Marcadores cromosémicos extras Duplicaciéon invertida 4 15q11-14
"Cateye" (marcador) Extra marcador 3 22g11.2
Retraso mental y rasgos dismorficos Microdelecién <1 17921.31

* Emmanuel and Shaikh Nature Review 2001;2;791-800. Modificado.

3Mb, por lo que no son visibles en estudios citogenéticos**.
No obstante, hay algunos casos en los que se han descrito
variaciones visibles por citogenética de alta resolucién, que
no se relacionaban con alteraciones fenotipicas y que se ha-
bian denominado "variantes eucromaticas"®.

En amplio sentido y de una forma global, las variaciones
estructurales se denominan como "Variaciones/variantes
de numero de copias" (Copy Number Variations/variants-
CNVs), aungue han recibido otras denominaciones de-
pendiendo del tipo de alteracion estructural y su tamafo
(Tabla 2)#%¢. Las CNVs se han separado en dos grupos: las
que implican alteracion del nimero de copias (inserciones,
duplicaciones, o deleciones), y las que afectan a la posicién
(translocaciones), o a la orientacion (inversiones) (Figura 1).
Las CNVs pueden ser inter-cromosémicas, en las que los seg-
mentos repetidos del ADN estan distribuidos entre cromo-
somas no homaologos, o intra-cromosémicas, cuando se en-
cuentran en el mismo cromosoma (Figura 2). Las CNVs,
producen mayor variabilidad individual que los SNPs, ya que
implican una variacion genética de 1/800 pb entre indivi-
duos, mientras que los SNPs representan 1/1.200 pb’.

Aunque hay evidencias de que grandes CNVs, incluso
conteniendo genes, no necesariamente dan lugar a alte-
raciones, o enfermedades en los individuos que las tienen,
también pueden producir problemas incluso cuando sélo
incluyen segmentos de ADN no codificante (ADNnc). De he-
cho, pueden dar lugar a re-arreglos cromosémicos diferen-
tes durante el proceso de meiosis, algunos de los cuales po-
drian ser deletéreos. Por tanto, cabe la posibilidad de que
ciertas variantes puedan ser polimérficas en un grupo, y pro-
ducir una enfermedad (o defecto) en otro. Alguin estudio ha
mostrado que, aunque las CNVs se distribuyen por todo el
genoma, en ciertos lugares se producen agrupamientos de
unas pocas, que constituyen zonas "calientes" parare-arre-

glos cromosémicos, tanto para variaciones normales, como
también para las que producen enfermedades?® . Asi se ha
observado para algunos cuadros clinicos bien conocidos, in-
cluyendo varios con defectos congénitos debidos a micro-
deleciones (Tabla 3), en los que se han encontrado CNVs en
las regiones cromosémicas en las que se localiza la delecion,
indicando que inducen inestabilidad de esas regiones. Re-
cientemente, tres grupos diferentes'® ', han identificado un
nuevo sindrome de microdelecién en la region g21.31 del
cromosoma 17 (17g21.31), en pacientes que presentaban
retraso mental, hipotonia, alteracion (o ausencia) del len-
guajey de la marcha, junto a rasgos dismorficos. Estos au-
tores detectaron que dicha regién del cromosoma 17, esta-
ba flanqueada por duplicaciones segmentarias, cuyos
re-arreglos daban lugar a la microdelecién.

Las CNVs, también pueden producir otros problemas
por diferentes mecanismos, como variacion de la dosis gé-
nica a través de la interrupcion directa de genes, por unién
de genes, por haploidia de un gen recesivo, o por un "efec-
to de posiciéon”. Este Ultimo consiste en la alteracion del pa-
trén de expresién de un gen como resultado de su localiza-
cién gendmica, o de la cromatina que lo rodea, y puede
producirse por varios mecanismos. Por ejemplo, la transla-
cion de ciertos genes a una posicion que esta muy cercana
a elementos reguladores positivos, o por separacién/agru-
pacion de genes de sus elementos de control de transcrip-
cion, ya que elementos reguladores de la expresion de cier-
tos genes, se pueden encontrar separados de ellos a distancias
de varios millones de pares de bases®. Hay algunos traba-
jos'*? que sirvieron de base para establecer algunos de los
mecanismos antes mencionados, que nos permiten docu-
mentar laimportancia que tienen las CNVs en las alteracio-
nes del desarrollo embrionario y fetal, dando lugar a defec-
tos congénitos. Por ejemplo, David y col.?, observaron un
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paciente con anomalia de Peters (OMIM 604229) -un de-
fecto de la camara anterior del ojo- que tenfa una translo-
cacion entre los cromosomas 1y 7. En el cromosoma 7p21.1
se rompfa el gen de la histona deacetilasa (HDAC9), mien-
tras que la rotura reciproca en el cromosoma 1 se encontra-
ba a una distancia aproximada de 500 kb 3" del gen del fac-
tor de crecimiento de transformacion beta 2 (TGFB2). Como
en el ratén el gen Tgfb produce un defecto ocular muy si-
milar al de Peters, se consider6 que la anomalia del pa-
ciente se debia a un efecto de posicion del gen TGFB2, més
que a la rotura del gen HDAC9. Otro ejemplo® es el de un
paciente con diagnostico de Sindrome de Townes-Brocks
(OMIM 107480), que tenfa una translocacion balanceada
entre los cromosomas 5y 16. La rotura del cromosoma 16q
estaba a una distancia de 180 kb 5" de la localizacion del gen
SALLT responsable de este sindrome, que esta localizado en
16q12.1, por lo que también se considerd resultado de un
efecto de posicion®.

Enelafo 2006, Redon et al.®, publicaron los resultados
del analisis global del genoma para la identificacion de to-
dos los tipos de variantes del nimero de copias, mapa que
esta siendo de gran utilidad para la investigacién funcio-
nal y sus efectos. Este mismo ano se ha publicado un caso
estudiado en el ECEMC?, de una pareja sana pero con
una historia previa de abortos por defectos congénitos.
De sus cuatro embarazos, tres habian terminado en abor-
tos, dos de ellos porque los fetos tenian enanismo (con ca-
riotipo normal por amniocentesis), y el otro, por un exceso
de material en el cromosoma 4p, identificado también por
amniocentesis. En el estudio con cromosomas de alta reso-
lucion de la pareja, el padre resulto ser portador sano de una
alteracion cromosémica de tamafo muy grande (3,3 Mb)
enlaregion 4p16.1. El analisis molecular mostré que corres-
pondia a un segmento duplicado, que se encontraba a una
distancia de entre 6 y 8 Mb del gen del receptor 3 del factor
de crecimiento de fibroblastos (FGFR3), que esta localizado
en4p16.3,y que dalugar avarios tipos de condrodisplasias
(como la acondroplasia y la displasia tanatoférica). En el re-
ciente mapa de las CNVs en el ser humano?®, se observa la
existencia de CNVs en la misma region del brazo corto del
cromosoma 4 en la que se identifico la duplicacion del caso
del ECEMC?®. Por tanto, es probable que la alteracion es-
tructural del padre sea una variante de gran tamafo de nu-
mero de copias-LCV (Tabla 2). Esta podria haber produci-
do gametos alterados por las dificultades del apareamiento
cromosdmico durante la meiosis y la recombinacion. Las al-
teraciones de los gametos serian diferentes, pudiendo pro-
ducir tanto excesos y defectos de material en 4p, como mo-
dificacion de la posicion de las CNV y un efecto de posicion,
lo que también podria explicar el enanismo de dos de los
fetos.
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Elementos funcionales del genoma

Los analisis estructurales y funcionales del genoma hu-
mano, se tienen que realizar comparativamente en diferen-
tes grupos de individuos debido tanto a la gran variabilidad
observada intra e inter-individuos, como a las diferentes fre-
cuencias de las distintas variantes.

En los primeros estudios ya se confirmo que esa gran
cantidad de material genético tradicionalmente considera-
da como "ADN basura", y luego por algunos como "zona
negra" o "zona no codificante" del genoma, tiene unaim-
portantisima relevancia en la actividad funcional de los ge-
nes (o porciones codificantes de proteinas), incluso distan-
tes entre si. Esto ha sugerido que las variaciones estructurales
gue se han identificado en el genoma, podrian relacionar-
se con los procesos de transcripcién y sus inicios, pero
también con grandes dominios de activacién/desactivacion
de cromatina, asi como con los requerimientos para la re-
plicacion del ADN. Es mas, los estudios que han analizado
la variacion genética entre individuos en fracciones pe-
quenas del genoma, han ido mostrando que esas areas de
material genético "no codificante" (ADNcn) son las que es-
tablecen las mayores diferencias entre el hombre y el resto
de mamiferos, y no el nimero de genes, como se habia con-
siderado previamente que, ademas, constituyen un peque-
fio porcentaje de todo el genoma humano.

Por todo esto, hace unos pocos afos se constituyd un
Proyecto denominado ENCODE (ENCyclopedia Of DNA Ele-
ments)¥, mediante un consorcio entre 35 grupos de inves-
tigacion de diferentes paises, con el proposito de identificar
los elementos funcionales del genoma humano
(www.genome.gov/ENCODE). Es decir, las secuencias del
ADN que controlan el funcionamiento de los genes.

Este mismo afio, se acaban de publicar los resultados de
la fase piloto del Proyecto ENCODE?, siendo algunos de los
mas importantes los siguientes: a) Que la mayoria del con-
trol de funcionamiento de los genes parece que se encuen-
tra en las zonas de ADNncy, por tanto, en las que no pro-
ducen una proteina como producto final detectable. b) Que
el nimero de genes (en el sentido clasico de secuencias de
ADN que se transcriben al ARN mensajero para producir una
proteina), o ADN codificante, representa una parte muy pe-
quefa del ADN humano. ) Que se transcribe la gran mayo-
ria del genoma (si no todo), y no sélo las secuencias que co-
difican proteinas, como se pensaba hasta ahora. d) Que no
todas las secuencias de ADN codificante estan conservadas
evolutivamente, mientras que muchas de las secuencias del
ADNRNC tienen papeles reguladores esenciales, y se han man-
tenido sin cambios a lo largo de la evolucion®. Esta obser-
vacién va en contra de lo establecido previamente, sobre
gue las secuencias de ADN codificante eran altamente con-
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servadas porque su funcionamiento correcto era necesa-
rio para la supervivencia.

Todos estos hallazgos han llevado a la necesidad de es-
tablecer nuevas definiciones e, incluso, modificar muchos
de los conceptos existentes, entre ellos, como ya se comen-
té al principio de este articulo, el de gen. Pero estos cambios
no son faciles, bien porque la complejidad estructural y fun-
cional del genoma lo impide, o bien por el gran descono-
cimiento que aun tenemos del mismo. Como ejemplo de
esas dificultades, basta con conocer la propuesta que se ha
hecho este mismo afno para la definicion de gen: "Un gen
es una union de secuencias genémicas que codifican
un conjunto coherente de productos funcionales que
potencialmente pueden superponerse"*.

Todo esto, lleva a la conclusiéon de que nada hay enla es-
tructura del ADN que sea superfluo, carente de funcion o,
simplemente, "basura". Lo que ocurre es que cada parte
del mismo, participa en la funciéony su control, en una for-
ma sobre la que nuestro conocimiento es alin muy peque-
fo. Y, por lo que se viene observando en los Ultimos afos,
mediante unos procesos de extraordinaria complejidad.

Tipos y funcion de los ARNs

Una de las primeras sorpresas que deparo el descifra-
miento de nuestro genoma, fue que el nimero de genes era
casi la cuarta parte del que se habian establecido en funcién
al numero de protefnas que se conocian. En consecuencia,
la concepcion tradicional de que la informacién genética
contenida en el ADN se transcribe formando una molécu-
la de ARN mensajero (ARNm) que en el citoplasma celular
fabrica una proteina, debia ser una simplificacién de un pro-
ceso mucho mas complicado.

Estudios mas recientes han ido constatando la simplifi-
cacion de nuestros conceptos previos, mediante la identifi-
cacion de nuevos aspectos de la replicacion y transcripcion
de ADN que, en cierta medida, contribuyen a entender la
diferencia entre genes y proteinas®'*. Entre ellos podemos
destacar: los procesos de transcripcion alternativa ("spli-
cing")y de la remodelaciéon de la cromatina, asi como la mo-
dificacién post-transcripcional, consistente en procesos
de fosforilacién, acetilacion, metilacion... de las proteinas,
mediante los que regulan el tipo de funcién de cada una en
multiples y diferentes lugares. Estos procesos coordinan las
sefales inter e intramoleculares mediante un control cuali-
tativo y cuantitativo de la funcién de esas proteinas®. No
obstante, en el Proyecto ENCODE, que también ha aborda-
do el estudio de la estructura y funcionamiento de los ARNS,
y las implicaciones de la transcripcion alternativa®, se han
obtenido resultados intrigantes. Esos resultados sugieren

gue aungue el proceso de "splicing" parece ser mas fre-
cuente de lo que se habia considerado, no puede explicar
el total de proteinas convencionales tanto enzimaticas co-
mo estructurales. Incluso los autores indican que a pesar de
que el "splicing" tiene el efecto claro de aumentar la va-
riedad de las funciones génicas, esto no ha sido demostra-
do anivel de la proteina®, por lo que en realidad no pasa de
ser una hipotesis. También sugieren que el proceso de spli-
cing alternativo puede dar lugar a un amplio rango de re-
sultados, muchos de los cuales pueden tener una funcién
con efectos adversos®.

Por otra parte, hace apenas unos pocos meses se ha es-
timado que alrededor del 98% del genoma humano que se
transcribe, representa ARNs que no producen proteinas, por
lo que se han considerado transcriptores de funcién desco-
nocida (TFD), o ARN no codificante (ARNNc) **3*%°. La iden-
tificacion de la gran porcion del genoma que implica los
ARNNC, ha llevado a plantear muchas preguntas sobre su
significado funcional, su relacion con los ARNs que codifi-
can protefnas, y sobre su regulacion y organizacion estruc-
tural y gendémica.

A pesar de todo esto, se conoce la funcién en un gran
numero de ARNNc que, a su vez, muestran un patrén de in-
terrelaciones e imbricaciones de gran complejidad, y se han
agrupado en dos clases. Una, que incluye los ARNnc que se
podrian llamar de "mantenimiento”, que son necesarios
para que la funcién y viabilidad celular sea normal. Entre
ellos cabe resaltar los ARN de transferencia, los nucleares
pequenos, y los ribosémicos, entre otros. La segunda clase,
incluye los que son reguladores (o ribo-reguladores), que se
expresan en ciertos momentos del desarrollo durante la
diferenciacioén celular, o como respuesta a estimulos exter-
nos, y pueden afectar a la expresion de otros genes. Entre
ellos se encuentran los ribo-interruptores (riboswitches) que
actlan como interruptores génicos®, asi como otros que
participan en funciones de regulacion tanto en la transcrip-
cidn como en la post-transcripcion, entre los que se encuen-
tran los microARN (miARN) -que pueden controlar muchos
genes-y los ARN de interferencia (ARNi), cuyo descubrimien-
to supuso el Premio Nobel del afo 2006 para los investiga-
dores Craig Mello y Andrew Fire.

Los miARN y ARNi, han abierto un amplio campo de
investigacion, tanto basica como terapéutica, basada en
que los miARN acttan reprimiendo la traduccion del ARNm
diana o, incluso, destruyendo un ARNm. El miARN prima-
rio, una horquilla de alrededor de 100 nucleétidos, se pro-
cesa en el nucleo dando lugar al precursor del miARN que
es la forma que pasa al citoplasma. En éste, se transforma
en miARN mediante la accion de la ribonucleasa Dicer (cor-
tadora), y actia inhibiendo o destruyendo a un ARNm se-
gun la complementaridad de sus bases. Sobre los aspectos
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TABLA 4

EJEMPLOS DE DEFECTOS CONGENITOS RELACIONADOS CON ARNNc

SINDROMES ALTERACION

Displasia campomiélica
Sindrome de Prader-Willi
Sindrome de Prader-Willi
Sindrome de Angelman
Sindrome de Russell-Silver
Sindrome de Russell-Silver
Sindrome de DiGeorge
Sindrome de DiGeorge

S. Beckwith-Wiedemann
S. Beckwith-Wiedemann

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

CMPD) ARNNc que altera el nivel de expresién en cancer

IPW) ARNNc correlacionado con los procesos neurolégicos

ZNF127AS) ARNNc correlacionado con los procesos neurologicos
UBE3A-AS) ARNNc correlacionado con los procesos neurolégicos
COPG2IT1) ARNNc correlacionado con otros problemas

MESTIT 1) ARNNc correlacionado con otros problemas

22k48, HIRA delecion intrén) ARNNc correlacionado con otros problemas
DGCRS5 interrumpido) ARNNc correlacionado con otros problemas

H19) ARNNc correlacionado con otros problemas

LITT) ARNNc correlacionado con otros problemas

funcionales de los miARNSs, ya se estan haciendo estudios
experimentales encaminados a tomar la secuencia de un
geny disefiar un miARN que pueda silenciar de forma espe-
cifica su ARNm. Sin embargo, estudios recientes han obte-
nido un hallazgo sorprendente: que usando la via de lain-
terferencia, los miARNs pueden actuar también activando
genes**, lo que ha planteado nuevos interrogantes sobre
la funcién de estos genes.

Por otra parte, en la investigacion sobre los intrones, que
son una fuente regular de miARN, realizada en ciertos ani-
males (D. melanogaster, C. elegans), se ha observado que
pueden codificar otra clase diferente de precursores de
miARN que se han denominado "mirtrons"**, cuya pre-
sencia en la escala evolutiva y su funcion, ain no es conoci-
da. No obstante, los resultados de esos dos trabajos sugie-
ren que podrian participar en procesos regulatorios, asi como
gue podrian encontrarse en otras especies.

Muchos de los ARNnc descritos en el ser humano, se han
relacionado tanto con enfermedades complejas, como con
ciertos tipos de defectos congénitos (Tabla 4). Sin embargo,
aun queda mucho por conocer sobre estos procesos, que
han supuesto una evidencia mas de la enmarafada red que
constituyen los transcriptores no codificantes de proteinas,
como se ha puesto de manifiesto en estudios de este mismo
afo®*e*442 De hecho, las técnicas actuales estan permitien-
do abordar el estudio de la transcripcién del genoma median-
te andlisis globales de lo que se denomina transcriptoma.

Parece pues, que la gran cantidad de ARNnc del geno-
ma constituye una complicada red reguladora que actta en
interaccion con la red que configuran las proteinas y, aun-
gue auin no se conoce su estructuray funcion global, los re-
sultados de su investigacion estan siendo apasionantes.

Aunque cada vez va habiendo mas posibilidad para re-
lacionar todos estos resultados con ciertos defectos congé-
nitos (y otros tipos de enfermedades), alin no es posible co-
nocer su funcién ni sus potenciales efectos. Hasta ahora, los
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grupos de poblacién analizados son pequefos, y es nece-
sario disponer de grandes muestras de poblaciones diferen-
tes, para poder analizar la funcién de esta enorme variabi-
lidad estructural de nuestro genoma, en la que apenas hemos
entreabierto el resquicio de una puerta que era desconoci-
da. Por ello, se estan desarrollando diferentes bases de da-
tos, muchas disponibles on-line, entre las que podemos ci-
tar las siguientes:

[Genomic Variants (www.projects.tcag.ca/variation/).
Human structural variation (www.Humanparalogy.gs.Was-
hington.edu/structuralvariation/).

Developmental genome (Www.bwhpathology.org/dgap/)].

Algunas consideraciones a modo
de reflexion

En estos momentos, es claro que el funcionamiento del
codigo del ADN es mucho mas que la simple lectura de las
distintas combinaciones de las cuatro bases que lo com-
ponen (adenina, guanina, citosinay timina). Y aunque ya es
mucho lo que se conoce, representa alin una parte muy pe-
quefa ya que cada paso que se ha dado ha desvelado un ni-
vel de complejidad mucho mayor, mostrando multiplesy
complicados entramados de redes estructurales y funciona-
les, que manifiestan comportamientos nuevos cuyas "le-
yes" aun son desconocidas. Entre esos comportamientos
también podemos identificar adaptabilidad, autoorganiza-
cién, auto-division, flexibilidad, ... siendo un ingrediente ba-
sico la "emergencia”, en el sentido de que el comporta-
miento que manifiesta el conjunto de todas las partes que
lo forman, no parece ser el simple resultado de la suma de
todas ellas, sino que es diferente (emergente) dependien-
do de cuales y cémo son las otras partes que lo componen
en cada caso y momento. Por ello, y aunque son aspectos
que han debido ser esenciales en el proceso evolutivo, por
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ahora su comportamiento, al menos en cada individuo, es
impredecible.

Cualquier lector iniciado en los conceptos y enfoques
recientes (@aunque no lo sea en los complicados analisis ma-
tematicos) de lo que se denominan " Sistemas Complejos,
o Sistemas Cadticos", reconocera en las caracteristicas ex-
puestas en el parrafo anterior, aquellas que definen lo que
esun "Sistema Complejo" . Por ello, las propiedades de com-
plejidad y de emergencia antes mencionadas como rasgos
del genoma, no indican ausencia de orden o de causali-
dad (como determina la Teoria del Caos), sino que implican
reglas que dan lugar a nuevos rasgos de mayor nivel que
obedecen a su propio tipo de normas emergentes, pero que
posiblemente no sean fisica y matematicamente diferentes
de las que rigen para los " Sistemas Complejos" que regu-
lan la propia Naturaleza.
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